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論 文 内 容 要 旨
アラキ ドン酸カスケー ドにより生合成されるプロスタグランジン(PG)およびロイコ トリエ ンなどの
プロスタノイ ドは,様 々な生理活性を有 し,生体内の機能調節等に重要な役割を担 っている。特に,血管
系では血管内皮細胞より血小板凝集抑制作用や血管平滑筋弛緩作用を有するプロスタサイクリンが,血小
板 より血小板凝集作用を有する トロンボキサ ンが産生 され,プ ロスタサイクリンと トロンボキサンの産生
量のバ ランスが動脈硬化症や心筋梗塞などの血管性疾患に深 く関わっていることが明らかになっている。
近年,魚 介類に含まれるω3系高度不飽和脂肪酸(PUFA)であるエイ コサペ ンタエン酸(EPA)お
よび ドコサヘキサエ ン酸(DHA)の摂取量と,各種疾患特に血栓性疾患の罹患率との関連性が報告され,
従来の2型PGよ りω3位 に二重結合を一っ多 く有する3型PGの 生体内での役割が注 目されている。 し
か しなが ら,この3型PGに っいては,標品が無いことなどから定量法が未だ確立 されておらず,産生量
はもとより2型PGと3型PGの バランスと各種疾患との関連性について定量的に論ずることはできなかっ
た。
そこで本研究では,ま ずEPAか ら産生 される3型プロスタサイク リンの定量法 の確立を目的 と して,
3型プロスタサイク リンの血中の安定代謝体の標品を調製 し,そのガスクロマ トグラフィー/マ ススペク
トロメ トリー(GC/MS)による定量法を確立 した。次に,生 体試料か らの3型 プロスタサイク リンの
検出あるいは濃縮 ・精製を容易にするためにω3オ レフィン構造を認識するモノクローナル抗体を作製 し
た。そ して,病 態 との関連性を明 らかにするために,特に血栓性の合併症を発症する糖尿病 との関連性を
検討 し,`π麗ひoの系でプロスタサイクリンと病態との関連性を明 らかにした。さ らに,ト ロ ンボキサ ン
とプロスタサイクリンの産生バランスと病態との関連性を明 らかにするために,まず産生量の多い2型 を
対象 としてプロスタサイクリンの尿中代謝体の測定法を確立 し,糖尿病患者における尿中の トロンボキサ
ン/プ ロスタサイク リンの産生バランスの変化を明 らかにした。
1.3型 プ ロスタサイク リン誘導体標品の調製 と定量法の確立
3型プ ロスタサ イ ク リンの血 中の安定代謝体の △17-6-keto-PGF、、の標品調製法 の確立 と[180,]標
識体 を内部 標準物質 とした定量 法の開発を行 った。牛大動 脈内皮 細胞 を用 いてEPAの 生物 変換 を行 い,
ムユ7-6-keto-PGF、、の大量 調製 に成功 した。 その メチルオキ シム(MO)一 メチル エステル(ME)一 ジメ
チルイ ソプ ロ ピル シ リル(DMIPS)エ ーテル誘導体 は,分 子 イオ ンピークの 規/2711,イソプ ロ ピル ラ
ジカルの脱 離 に由来す る[M-43]+(m/g668)イオ ンは2型 プロス タサイ ク リン由来 の6-keto-PGF1、
のMO-ME-DMIPSエーテル誘導体 の各 フ ラグメ ン トイオ ンよ りも,2マ スユニ ッ ト少な い値を示 した。
次 に,[1802]標識体 の作製 を行 い,[180、]と[1801]の生成比 はそれ ぞれ75.2と23.6%,未反応 の △17-
6-keto-PGF、。は1.2%以下 と,内 部標準物質 として使用可能 な[180、]体の作製 に成功 した。 調製 した
[180,]体を用 いてGC/SIM法 で検量線を作製 した。得 られた検量線 は10pg～5ng(r=0.9983)の範
囲で直線性 を示 し血 中の △17-6-keto-PGF、、の定量が可能 にな った。
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2.ω3オ レフ ィン構造 を認識 するモ ノク ローナル抗体の作製
GC/MSを 用 いた生体試料 中の3型PGの 超微量定量法の前処理 を迅速 かっ簡便 に行 うため,ま たよ
り高感 度化を はか るため,抗3型PGに 特徴的 な ω3オ レフィ ン構 造を認識す るモノクローナル抗 体を作
製 した。 ω3オ レフィン構造,す なわちcごs-3-hexene-1-01とHSAとの結合 体 を活性 エス テル法 に よ
り調製 し,免 疫原 と して用 いてモ ノクローナル抗体 を作製 した。得 られた モ ノク ローナル抗 体(4G9-
12B)は,△17-6-keto-PGFI。,6-keto-PGF1、とモ ノ クローナル抗 体4G9-12Bとの反 応性 を阻害
ELISA法によ り検 討 した結果,△17-6-keto-PGF1。の添加 時 にの み100fmo1から100pmo1にお いて用
量依存 的な阻害が認 め られ,同 抗体 は2型,3型 プ ロスタノイ ドの分別に有用 である ことが示 され た。 次
に,同 抗体 の イムノア フィニテ ィカ ラムを作製 し,EPAを 摂取 した ヒ ト血 中 よ り△17-6-keto-PGF、、
を回収 した。本前処理法 によ り得 られたGC/SIMク ロマ トか ら,本 法 は △17-6-keto-PGF、、の分析 法
の ク リー ンナ ップ法 と して,選 択制 の高 い,簡 便 な方法で あることが明 らかにな った。
3.健常人および糖尿病患者血中2型,3型 プロスタサイクリン量の変動
我々は先に厩 痂roにおいて牛大動脈内皮細胞に糖尿病患者血清を添加するとプロスタサイク リンの
産生が減少すること,さ らにEPAを加えると3型プロスタサイクリンの産生量 も増加することを報告 し
ている。この結果を`πひ`ひoにおいて確認する目的で,健常人 とNIDDMの血中の2,3型 プロスタサイ
クリンの量を測定するとともに,EPAの摂取によって血中総プロスタサイク リン産生量が実際に充進す
るか否かを検討 した。NIDDMの血中含量は,40%以上の試料において6-keto-PGF1、含量が10pg/ml
以下 と健常人 に比べて低値であった。これは,加oあroの系の結果を裏付 けるとともに,糖 尿病患者で
は血液凝固系が充進 し,フ㌔ スタサイク リンの産生量の低下が血栓症などの合併症の発症の一因になって
いる可能性を示 した。また,△17-6-keto-PGF1、の含量は,NIDDM,健常人 とも同様な結果であ った。
次に,EPAを摂取 したNIDDMでは血中の△17-6-keto-PGF1、含量はEPAを摂取 していないNIDDM
に比 して有意に増加 した。このように,EPAの摂取により3型のプロスタサイ クリンの産生量が増加す
ることは,EPAが糖尿病患者 の血液凝固系を改善させ,糖 尿病の合併症 として重篤な心筋梗塞や動脈硬
化症などの予防に役立っものと考え られる。
し
4.尿 中プ ロスタサ イ ク リン誘導 体の定量 法の確立
生体 内のプ ロス タサイ ク リン/ト ロ ンボキサ ンバ ラ ンスの変化 を解析す る目的で,採 取 が容 易で試料採
取 の刺激 によ る人工 的 な産生 の少 ない,尿 試料を用いた分析法 を確立 した。2型 プロス タサイ ク リンの指
標 と して尿 中主要代 謝産物で ある2,3-dinor一,6-ke七〇一PGF1。を用いた。一尿 中よ り抽 出 した2,3-dinor-
6-keto-PGF、、は酸性条件下 でス ピロラク トン体 とした後,メ トキ シア ミンで ラク トン環 開環 反 応 を行
い,メ チル化後,DMIPSエ ーテル誘導体 に導 き,GC/MS分 析 を行 った。 この誘導 体 は,DMIPSエ ー
テル誘導体 に特徴 的で ある[M-C3H・]+イオ ン(規/2642)をベース ピー クイ オ ンと して与 えた 。 この
フ ラグメ ン トイオ ンを モニター リングイオ ンと して開発 した本定量法 は尿 中2,3ごdinor.6.ke七〇一PGF、
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含量の測定に,感度,安 定性 に優れた有用な方法 といえる。
5.健 常人お よび糖尿病患者尿 中プ ロスタサイク リンおよび トロンボキサ ン量 の変動
プ ロス タサイ ク リン/ト ロンボキサ ンバ ランス と病態 との関係を明 らかにす る目的で,健 常人 および糖
尿病患者尿 中の2,3-dinor-6-keto-PGFl。お よびヱ1-dehydro-TXB、の定量 を検 討 した。健 常人 の尿 中
の2,3-dinor-6-ke七〇一PGF、お よび11-dehydro-TXB、含量 を随時採取尿 と24時間尿で検討 したところ,
ク レア チニ ン補 正 によ り両 検 体間 に著 明 な差 は認 め られ なか った 。 また,健 常 人 の尿 中11-dehydro-
TXB、/2,3-dinor-6-keto-PGF、。含量比の平均 は6.3であ った。次 に糖尿病患者の尿 中の2,3-dinor-
6-keto-PGF1、および11-dehydro-TXB、含量 を測 定 した。外来 患者 の2,3-dinor-6-keto-PGF1、量
は健常人 に比 べて低値を示 した。 また,11-dehydro-TXB2/2,3-dinor-6-keto-PGF1。含量 比 は,糖
尿病患者 で8以 上 と健常人 に比べて高値 を示 し,糖 尿病患者の トロンボキサ ン/プ ロスタサイ ク リンバ ラ
ンスが血栓誘発傾 向に変化 している ことを示 した。 この結果 は,糖 尿病発症後の血栓症 などの合併症 の誘
発の危険性 を示 すメル クマ ールと して有用で ある と考え られた。
以上の研究結果,2型,3型 プロスタサイク リンの定量法および評価系を確立 し,糖尿病の病態との相
関性を明確に示すことを可能とした。
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審 査 結 果 の 要 旨
アラキ ドン酸カスケー ドにより生合成されるプロスタグランジン(PG)は様々な生理活性を有 し,生
体内の機能調節等の重要な役割を担 っている。特に,血管系では血管内皮細胞より血小板凝集抑制作用や
血管平滑筋弛緩作用を有す るプロスタサイクリン(PGI)が,血小板か らは血小板凝集作用を有する トロ
ンボキサン(TX)が産生され,PGIとTXの産生量の比が動脈硬化症や心筋梗塞などの血管性疾患 に深
く関わっている。また,魚介類に含まれるω3系高度不飽和脂肪酸であるエイコサペンタエ ン酸(EPA)
に血栓性疾患の罹患率 との関連性が報告され,生 体内での役割が注目されている。しかしながら,この3
型PGに ついては,標品が無いことなどか ら定量法が確立されてお らず,産生量はもとより2型PGと3
型PGの 比 と各種疾患 との関連性にっいて定量的に論ずることはできなかった。そこで本研究では,こ れ
らの問題を解決するために以下の検討を行った。
1.3型PGI誘導体標品の調製 と定量法の確立
これまで定量法の無かった,3型 プロスタサイク リンの血中の安定代謝体 △17-6-keto-PGF、、を生物
変換法により調製 し,内部標準物質 として有用な ンP80,]標識体の作製を行うとともに,メ チルオキシム
(MO)一メチルエステル(ME)一ジメチルイソプロピルシリル(DMIPS)エー テル誘導体を用いて,感
度 ・選択性に優れる定量法を確立 した。
2.ω3オ レフィン構造を認識す るモノクローナル抗体(mAb)の作製
GC/MSを用いた生体試料中の3型PGの 超微量定量法の前処理を迅速かっ簡便に行い,よ り高感度
化をはかるため,cis-3-hexene↓01とHSAとの結合体を免疫原 として用いて,3型PGに特異的なmAb
を作製 した。同抗体のイムノアフィニティーカラムを用いるとき,EPAを摂取 したヒ ト血中より△17-6-
keto-PGF、.が簡便にかっ定量的に回収された。
3.健常人および糖尿病患者血中2型,3型PGI量 の変動
健常人 とイ ンスリン非依存型糖尿病(NIDDM)の血中の2,3型PGIの量を測定するとともに,EPA
の摂取効果を検討 し,NIDDM患者の血中PGIの産生量の低下 とEPA投与による3型PGIの産生量の
増加を明 らかにした。EPAが糖尿病患者の血液凝固系を改善 させ,糖尿病の合併症と して知 られ る心筋
梗塞や動脈硬化症の予防に役立っ可能性を示 した。
4.尿中PGI誘導体の定量法の確立
2型PGIの尿中主要代謝産物である2,3-dinor-6-keto-PGF1、のME-MO-DMIPS誘導体を用いた
GC/SIM法を確立 し,採取が容易で試料採取の刺激による人工的な産生の少ない,尿 試料を用いた分析
を可能に した。
5.健常人および糖尿病患者尿中PGIおよびTX量 の変動
健常人および糖尿病患者尿中の2,3-dinor-6-keto-PGF・。と11-dehydro-TXB,を定量 した。その結
果,糖 尿病患者の11-dehydro-TXB、/2,3-dinor-6-keto-PGF・。比は健常人に比べて高値を示 し,糖
尿病患者のTX/PGI比が血栓誘発傾向に変化 していることを明 らかにした。 この結果は,糖尿病発症後
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の血栓症などの合併症の誘発の危険性を示すメルクマールとして有用であると考えられた。
以上,本 研究においてこれまで困難 とされた,2型 及び3型PGIの簡易定量法および病態 とプロスタ
ノイ ドの関連性の定量的評価系が確立され,そ の糖尿病との関連性が明 らかにされた。本研究の新規性 と
応用性を認める。よって,本 論文 は博士(薬 学)の学位論文 として合格と認める。
ご
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